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La pérdida de diversidad genética en especies silvestres y domésticas de mamíferos requiere 
del desarrollo de técnicas que permitan conservar su germoplasma. La criopreservación es una 
herramienta que permite el almacenamiento prolongado de material biológico a temperaturas 
criogénicas para suspender su actividad celular y evitar su degradación. Aunque la 
criopreservación de semen sea la técnica más utilizada para la conservación de germoplasma, 
la criopreservación de tejido gonadal es una alternativa para casos en los que esta no sea 
posible. La disponibilidad e importancia económica de los bovinos los convierte en modelos 
animales para el desarrollo de protocolos de conservación que puedan ser aplicados en otras 
especies de mamíferos. Es así que el objetivo de este estudio fue conservar germoplasma 
masculino ex vivo en bovinos adultos mediante criopreservación. Para esto se utilizaron dos 
criopreservantes, uno basado en DMSO y otro basado en yema de huevo y glicerol, sobre 
tejido testicular y tejido de la cola del epidídimo de bovinos. Se evaluó el cambio en 
parámetros como integridad de la membrana citoplasmática, motilidad, viabilidad, 
morfología, integridad del acrosoma e integridad de la cromatina en espermatozoides 
recuperados de los tejidos descongelados, así como cambios histológicos. Con el 
criopreservante basado en DMSO se obtuvieron porcentajes más altos en integridad de 
membrana de espermatozoides de la cola del epidídimo (9,0 ± 2,5 %), viabilidad de 
espermatozoides testiculares (9,3 ± 0,9 %)   e integridad de la cromatina en espermatozoides 
testiculares (61,6 ± 11,4). Adicionalmente se comprobó que el almacenamiento de epidídimos 
a temperatura de refrigeración por 24 horas no altera la integridad de membrana, motilidad, 
viabilidad, integridad del acrosoma e integridad de la cromatina. Los resultados obtenidos 
demuestran que la criopreservación de tejido testicular y de la cola del epidídimo son 
alternativas para la conservación de germoplasma. 
 
















The decrease on genetic diversity of wild and domestic mammal species requires the 
development of techniques that allow to conserve its germplasm. Cryopreservation is a tool 
that allows the long-term storage of biological material under cryogenic temperatures to 
suspend its cellular activity and avoid its degradation. Though semen cryopreservation is the 
most used technique for germplasm conservation, cryopreservation of gonadal tissue is an 
alternative for scenarios where semen cryopreservation is not possible. The availability and 
economic importance of bovine species makes them ideal animal models for the development 
of conservation protocols that can be applied on other mammal species. The aim of this study 
was to conserve male germplasm ex vivo in adult bovines by cryopreservation. This was 
achieved by using two cryoprotectants, one based on DMSO and the second based on egg-
yolk and glycerol, to be used on the cryopreservation of testicular tissue and tissue from the 
epididymis cauda. Changes in cytoplasmic membrane integrity, motility, morphology, 
acrosome integrity and chromatin integrity were evaluated on spermatozoa recovered from the 
frozen-thawed tissue. With DMSO based cryoprotectant higher percentages were obtained 
regarding parameters as membrane integrity of epididymal spermatozoa (9,0 ± 2,5 %), 
viability of testicular spermatozoa (9,3 ± 0,9 %) and chromatin integrity of testicular 
spermatozoa (61,6 ± 11,4). Additionally, it was proven that the storage of epididymis at 
refrigeration temperatures for 24 hours did not alter the membrane integrity, motility, 
viability, acrosome integrity and chromatin integrity. The results obtained demonstrate that 
cryopreservation of testicular and epididymal tissue are alternatives for germplasm 
conservation. 
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1.1. Preservación de germoplasma animal 
En las últimas décadas se ha evidenciado una pérdida considerable de diversidad genética 
tanto en poblaciones domésticas como silvestres, la cual ha llevado a catalogar a este periodo 
como una sexta ola de extinción (Desalle & Amato, 2017). Dentro de las soluciones que se 
han propuesto, una de las que ha captado mayor interés es el desarrollo de biobancos. Estos 
son depósitos de material biológico que permiten capturar y mantener la diversidad genética 
de una especie a partir de su germoplasma (Purdy, Wilson, Spiller, & Blackburn, 2016). El 
germoplasma animal consiste en el material genético que se transmite mediante gametos y 
que funciona como recurso genético ya que comprende células o tejidos que se pueden usar 
para generar nuevos individuos (Cabrera, Caicedo, & Aponte, 2017). El germoplasma 
masculino incluye semen y tejido testicular (Devi & Goel, 2016; Lima & DaSilva, 2017).  
La conservación de germoplasma permite no solo restaurar poblaciones silvestres en 
peligro de extinción (Paiva, McManus, & Blackburn, 2016), sino también preservar la 
fertilidad en humanos que requieren tratamientos gonadotóxicos (Onofre, Baert, Faes,  & 
Goossens, 2016), desarrollar técnicas en medicina regenerativa (Del Vento et al., 2018) y 
mantener la diversidad de especies de alto valor genético e interés agrícola (FAO, 2012). 
1.2. Bovinos como animales modelo para la preservación de germoplasma 
La intensificación de la agricultura y los cambios en la demanda del mercado son las 
principales causas de pérdida de diversidad genética (Devi & Goel, 2016). Ya que el número 
limitado de individuos disponibles para experimentación  y la vulnerabilidad de las especies 
silvestres no permite su uso en el desarrollo de protocolos de investigación, una alternativa es 
el uso de especies domésticas como modelos para generar conocimientos básicos que 





Además de su uso como modelos animales, la conservación de germoplasma en especies 
domésticas se enfoca principalmente en mantener su potencial económico, mantener la 
estabilidad de los sistemas agrícolas y mantener su diversidad con fines de investigación 
(FAO, 2012). Dado que la ganadería es una de las actividades económicas de mayor 
relevancia a nivel mundial (Thornton, 2010), y que existe un fácil acceso a bovinos, esta 
podría ser una especie modelo para estudiar técnicas de conservación mediante 
criopreservación que se puedan aplicar en especies de mamíferos silvestres. Además, esta 
práctica representa ventajas como reducción de costos en la alimentación y en el transporte 
animal (Ribeiro-Peres, Munita-Barbosa, Yumi-Kanazawa, Mello-Martins, & Ferreira de 
Souza, 2014). 
1.3. Criopreservación  
La criopreservación se define como el uso de temperaturas criogénicas para el 
almacenamiento de material biológico en un estado vivo y estructuralmente intacto mediante 
la suspensión de la actividad celular (Bakhach, 2009; Jang et al., 2017). El objetivo de esta 
técnica de conservación es suspender reacciones químicas, procesos biológicos y actividades 
extra e intracelulares para evitar la degradación de las células o el tejido durante su 
almacenamiento ex vivo (Bakhach, 2009; Campbell & Brockbank, 2007). Las técnicas de 
criopreservación se clasifican según la tasa de congelación usada, y aunque existen varios 
métodos el congelamiento lento, la vitrificación y el congelamiento rápido son las más 
utilizadas (FAO, 2012). 
1.3.1. Congelamiento lento 
El congelamiento lento es una técnica en la que se usa una tasa óptima y específica de 
congelación, según el tipo celular, que permite deshidratar la célula antes de alcanzar la 
temperatura a la cual se forman cristales de hielo (Onofre et al., 2016). El congelamiento lento 





eflujo de agua desde la célula, de manera que esta es sustituida por un agente crioprotector 
(FAO, 2012). 
Dentro de la célula se mantiene una fracción no congelada, cuyo volumen disminuye 
mientras que su concentración de azúcares, sales y crioprotectores aumenta hasta que la 
viscosidad es tan alta que la fase líquida se convierte en un sólido amorfo sin cristales de hielo 
(FAO, 2012). Si la tasa es los suficientemente lenta, el eflujo de agua será rápido y se 
prevendrá la formación de hielo intracelular debido a la eliminación del supercongelamiento 
(Jang et al., 2017). El supercongelamiento implica que la formación de hielo no empieza en el 
punto de congelación del crioprotector debido a que la tensión superficial de los cristales 
pequeños es mayor que en cristales grandes. Es decir que su punto de fusión/congelamiento 
disminuye (FAO, 2012). 
Aunque esta técnica tenga la ventaja de no ser tóxica debido al uso de bajas 
concentraciones de crioprotector (Onofre et al., 2016), la principal desventaja es que si la tasa 
de congelación no es la óptima ocurre supercongelamiento (Jang et al., 2017). Este se controla 
mediante nucleación, que consiste en la organización de moléculas de agua en un núcleo 
cuando el sistema se encuentra a bajas temperaturas (Elliott, Wang, & Fuller, 2017). Esta 
puede ser heterogénea, cuando es catalizada por un sustrato sólido o líquido en contacto con 
agua, u homogénea, cuando las moléculas de agua se asocian y forman estructuras que 
promueven la nucleación. En muestras biológicas que pasan por un proceso de 
criopreservación, la nucleación ocurre de manera heterogénea (Elliott et al., 2017; Morris & 
Acton, 2013).  La nucleación controlada durante la congelación de espermatozoides evita la 
formación de hielo intracelular mediante la formación de hielo extracelular (Morris & Acton, 
2013). 
El congelamiento lento se puede realizar como un proceso controlado o no controlado. En 





disminución de temperatura, mientras que en el proceso no controlado la tasa de congelación 
es gradual (aproximadamente 1°C/min) en congeladores convencionales hasta llegar a -80°C. 
En ambos procesos se mantiene un periodo de equilibrio hasta alcanzar 4 °C, y finalmente las 
muestras son almacenadas en nitrógeno líquido a -196 °C (Devi & Goel, 2016). La elección 
del método depende de las condiciones disponibles (Ribeiro-Peres et al., 2014). 
1.3.2. Vitrificación 
La vitrificación es una técnica de criopreservación en la que el material se solidifica sin 
pasar por una fase de cristalización (Curaba et al., 2011). En esta técnica se evita la formación 
de hielo debido a que la alta viscosidad del medio, combinada con una tasa rápida de 
congelamiento, permite la solidificación del líquido sin cristalización, de manera que la célula 
se encuentra en un estado vidrioso (Devi & Goel, 2016). El medio de criopreservación 
contiene una alta concentración de criopreservantes, lo que contribuye a una alta viscosidad 
de la solución y consecuentemente a una limitación en el movimiento de agua. Además, el 
aplicar una alta de congelación evita que ocurra nucleación y congelamiento (Pegg, 2007).  
La principal desventaja de la vitrificación es la toxicidad de los crioprotectores debido a 
las altas concentraciones requeridas. Sin embargo, el uso de crioprotectores con más grupos 
polares permite una mayor unión a las moléculas de agua y por ende una menor concentración 
necesaria (Best, 2015). Otra desventaja es que si la vitrificación no ocurre de manera 
completa se pueden formar cristales intracelulares que romperían la membrana celular debido 
a fuertes flujos osmóticos (Onofre et al., 2016). Este problema también puede ocurrir si la tasa 
de descongelamiento no es lo suficientemente rápida, ya que ocurre nucleación y crecimiento 
de cristales de hielo (Pegg, 2007). 
1.3.3. Congelamiento rápido  
El congelamiento rápido es una técnica de criopreservación en la que el intercambio de 





que empiece el congelamiento (Shaw & Jones, 2003). Esta técnica se considera como un 
intermedio entre congelamiento lento y la vitrificación, ya que la tasa es más rápida que en el 
congelamiento lento pero utiliza una concentración más baja de crioprotectores que la 
vitrificación (AbdelHafez, Desai, Abou-Setta, Falcone, & Goldfarb, 2010; Zhu et al., 2014). 
El congelamiento rápido requiere una tasa ultrarápida de congelación, de manera que cuando 
la muestra disuelta en el medio de crioprotección es expuesta de manera directa e inmediata a 
nitrógeno líquido se espera que no se formen cristales de hielo en el medio intracelular ni 
extracelular ya que estos pasan a un estado vidrioso (Djuwantono et al., 2011).  
1.4. Criobiología y efectos de la criopreservación 
A temperaturas menores a 0°C los efectos celulares están dominados por el 
comportamiento del agua, ya que esta comprende el 80% de la masa de los tejidos (Pegg, 
2007). Cuando las células son expuestas a temperaturas de congelación se pierde el equilibrio 
osmótico entre las células y su medio, de manera que el medio extracelular empieza a 
congelarse a -5°C, pero el interior de la célula permanece descongelado. Si la tasa de 
congelación y concentración de criopreservante no son controladas, las células pasan por un 
proceso de supercongelamiento entre -5°C y -10°C, en el cual aumenta la concentración de 
solutos en el medio extracelular y las células se equilibran mediante deshidratación. Cuando 
alcanzan una temperatura de -10°C a -15°C crecen los cristales de hielo extracelulares y se 
ensamblan en la membrana mediante enlaces de hidrógeno (Onofre et al., 2016). De esta 
manera, la congelación produce varios efectos en la célula, de cuyo control depende el éxito 
del proceso. 
1.4.1. Efectos fisicoquímicos 
Los efectos físicos incluyen deshidratación celular, estrés mecánico, cristalización 
intracelular y shock térmico. La deshidratación celular ocurre cuando la concentración de 





la entrada de solutos y la salida de agua en la célula (Bakhach, 2009). La deshidratación causa 
lesiones celulares como desnaturalización de proteínas y lipoproteínas debido a la alta 
concentración de sales del medio y a la cristalización de sales de buffer, generando cambios 
importantes en el pH (Bakhach, 2009). 
El estrés mecánico se refiere la destrucción mecánica de la membrana plasmática debido 
a la formación de cristales, lo que promueve procesos como lisis, apoptosis o necrosis (Lee 
et al., 2014; Pegg, 2007). La congelación del medio también produce la formación de canales 
en los que se mantiene una fracción no congelada. Las células se concentran en estos canales 
y la alta densidad causa deformación celular (Bakhach, 2009).  
La cristalización intracelular ocurre debido a la formación de hielo extracelular, 
principalmente con tasas rápidas de congelación. Esto ocurre cuando se forma hielo 
extracelular, lo cual impide la salida de agua de las células y ocurre nucleación intracelular 
(Bakhach, 2009; Morris & Acton, 2013). 
Finalmente, el shock térmico ocurre entre 0 y -80°C debido a cambios en la composición 
de aniones como acetato, cloruro, nitrato, yoduro y sulfato en el medio extracelular (Bakhach, 
2009). Este proceso afecta principalmente a células espermáticas de diferentes especies de 
mamíferos (Curry, 2007), y está relacionado con cambios en la composición lipídica de la 
membrana (Mandal, Badyakar, & Chakrabarty, 2014). En bovinos, una alta concentración de 
colesterol libre, ácidos grasos libres, triacilglicerol y colesterol éster están asociados a una 
menor motilidad y fertilidad de los espermatozoides (Kikuchi et al., 1998). 
1.4.2. Efectos biológicos y genéticos  
Entre algunos efectos biológicos que pueden ocurrir durante la congelación están la 
formación de burbujas de gases en el espacio intracelular o efectos osmóticos debido a la 
fusión de cristales de hielo (Bakhach, 2009). Por otra parte, en cuanto a efectos genéticos, la 





desnaturalización (Lin & Tsai, 2012). Estudios han demostrado que este proceso también 
provoca cambios en la expresión de miRNA asociados a proteínas críticas para procesos 
metabólicos (Zhang et al., 2017) y en el perfil epigenético celular, ya sea por alteración en la 
expresión de enzimas relacionadas a la metilación del ADN (Chatterjee et al., 2017), cambios 
en la acetilación de histonas (Elliott et al., 2017) u otros mecanismos. 
1.5. Agentes crioprotectores 
Un agente crioprotector es un soluto que se añade al diluyente o medio celular para 
proteger a las células de efectos de criopreservación tales como shock térmico, estrés 
osmótico y alteraciones en la membrana (Layek, Mohanty, Kumaresan, & Parks, 2016). Estas 
moléculas protegen a las células debido a que se unen a las moléculas de agua y la vuelven 
osmóticamente inactiva, de manera que ya no se encuentra disponible para formar cristales de 
hielo (Elliott et al., 2017). Los crioprotectores deben cumplir con ciertas características como 
ser biológicamente aceptables, tener la capacidad de penetrar la célula, alta solubilidad en 
agua y baja toxicidad (Jang et al., 2017). Dependiendo de su peso molecular estos pueden ser 
extracelulares o intracelulares. 
1.5.1. Crioprotectores extracelulares o no permeables 
Los crioprotectores no permeables son moléculas de alto peso molecular que no penetran 
la célula y que previenen la formación de cristales de hielo intracelulares mediante una rápida 
deshidratación (Lima & DaSilva, 2017). Estas moléculas también estabilizan proteínas 
mediante interacciones con la membrana lipídica (Costa et al., 2017) y corresponden 
principalmente a azúcares como glucosa, sacarosa o trehalosa (Best, 2015). Una desventaja de 
estos crioprotectores es que altas concentraciones generan estrés osmótico en las células 







1.5.2. Crioprotectores intracelulares o permeables 
Los crioprotectores permeables son moléculas de bajo peso molecular que tienen la 
capacidad de penetrar la célula. Estos interactúan con las cabezas polares de los fosfolípidos 
de la bicapa lipídica y estabilizan la fase de gel de las membranas celulares (Best, 2015; 
Elliott et al., 2017). Los crioprotectores permeables más usados son dimetilsulfóxido 
(DMSO), etilenglicol y glicerol (Taşdemir et al., 2013). Estos reducen la concentración de 
electrolitos en la fracción no congelada y tienen acción antioxidante (Best, 2015; Jang et al., 
2017). 
1.6. Anatomía y fisiología del aparato reproductor masculino en mamíferos 
Los testículos son las gónadas masculinas, cuya función consiste en la producción de 
hormonas y espermatozoides. El parénquima testicular se organiza en un compartimento 
tubular e intertubular. El compartimento tubular se compone de túbulos seminíferos, los 
cuales a su vez se conforman por tunica propia, epitelio seminífero y lumen tubular (Lara 
et al., 2018). En el epitelio seminífero se encuentran células germinales, que darán origen a 
los espermatozoides, y células somáticas, como las células de Sertoli. Estas secretan 
moléculas requeridas por las células espermáticas y forman la barrera hemo-testicular 
(Griswold, 2018). Por otra parte, el compartimento intertubular se compone principalmente 
por células de Leydig. Estas se encargan de la biosíntesis y regulación en la producción de 
testosterona (Zirkin & Papadopoulos, 2018). 
Los túbulos seminíferos forman una red llamada rete testis, de la cual se derivan los 
conductos eferentes. Estos se conectan al vaso deferente mediante un ducto largo y complejo 
llamado epidídimo. Además de transportar a los espermatozoides, el epidídimo cumple con 
otras importantes funciones como almacenamiento, maduración, desarrollo de la motilidad 
espermática y desarrollo del potencial de fertilización (Robaire, Hinton, & Orgebin-Crist, 





compone de cinco tipos celulares (Robaire et al., 2006). Las células de cada región del 
epidídimo tienen patrones de expresión específicos que aseguran que los espermatozoides 
desarrollen su motilidad y capacidad fecundante. De esta manera, en la cabeza ocurre la 
maduración temprana, en el cuerpo la maduración tardía y en la cola se almacenan las células 
espermáticas maduras (Browne, Yang, Leir, Eggener, & Harris, 2016).  
Durante la maduración de los espermatozoides en el epidídimo ocurren cambios 
bioquímicos necesarios para una fertilización exitosa en un proceso denominado capacitación.  
Estos cambios incluyen la salida de colesterol de la membrana plasmática, la cual provoca un 
aumento en la permeabilidad a iones de calcio y bicarbonato, así como cambios en la 
actividad de cinasas y en los niveles de cAMP (Ickowicz, Finkelstein, & Breitbart, 2012).  
1.7. Material usado en la criopreservación de germoplasma masculino 
En mamíferos, el semen ha sido el material más usado en estudios de criopreservación 
para la aplicación de técnicas de reproducción asistida y el desarrollo de bancos genéticos 
(Blackburn, 2018). El semen es el fluido expulsado en la eyaculación, el cual contiene no solo 
espermatozoides sino también fluidos secretados por glándulas accesorias (Cunha et al., 
2016). El plasma seminal se compone de moléculas y factores que permiten la supervivencia 
y transporte de espermatozoides en el tracto femenino, y que modulan la capacidad de 
fertilización (Karunakaran & Devanathan, 2017). Este ha sido el germoplasma de preferencia 
debido a su fácil recolección y altas tasas de fertilidad que se pueden alcanzar (Purdy et al., 
2016).Sin embargo, la recolección de semen es difícil en animales silvestres, o imposible en 
animales prepuberales o de interés económico que mueren de forma repentina (Albers & 
Barrios, 2011; Bertol et al., 2013). Es por esto que se han desarrollado técnicas de obtención y 
criopreservación de germoplasma a partir de tejido testicular (Devi & Goel, 2016; Sadri-





La criopreservación de espermatozoides de la cola del epidídimo se ha propuesto como 
alternativa debido a que en esta región se almacena y preserva la fertilidad de los gametos 
(Robaire et al., 2006). Ya que no en todas las situaciones es posible obtener y criopreservar 
espermatozoides de la cola del epidídimo o de tejido testicular de manera inmediata, ya sea 
por falta de equipos o personal técnico (Bertol et al., 2013), es importante desarrollar 
protocolos de criopreservación de tejido que permitan obtener espermatozoides de buena 
calidad. 
2. OBJETIVOS 
2.1. Objetivo general 
Conservar germoplasma masculino ex vivo en bovinos adultos mediante criopreservación. 
2.2. Objetivos específicos 
- Criopreservar trozos de tejido testicular y aislar espermatozoides provenientes de estos en 
bovinos adultos. 
- Criopreservar trozos de tejido de la cola del epidídimo y aislar espermatozoides 
provenientes de estos en bovinos adultos. 
- Evaluar parámetros de integridad de la membrana plasmática, motilidad, viabilidad, 
morfología, integridad del acrosoma e integridad de la cromatina en espermatozoides 
provenientes de tejido testicular sometido a diferentes tratamientos de crioprotección. 
- Evaluar parámetros de integridad de la membrana plasmática, motilidad, viabilidad, 
morfología, integridad del acrosoma e integridad de la cromatina en espermatozoides 
provenientes de tejido de la cola del epidídimo sometido a diferentes tratamientos de 
crioprotección. 







3.    ÁREA DE ESTUDIO 
Se obtuvieron testículos de toros adultos mediante la Empresa Pública Metropolitana de 
Rastro Quito. Los protocolos de criopreservación, análisis seminales y análisis histológicos se 
realizaron en el laboratorio de Biotecnología Animal de la Universidad San Francisco de 
Quito. Los cortes histológicos de las muestras se realizaron en el laboratorio de Patología del 
área de Sanidad Animal en Agrocalidad, ubicado en Tumbaco. 
4. JUSTIFICACIÓN 
La alta tasa de pérdida de diversidad genética que se vive actualmente concierne no solo 
al área de conservación, sino que también tiene impactos agrícolas y económicos. Esta 
pérdida está asociada a cambios en la demanda del mercado y en el manejo de sistemas 
agrícolas (Devi & Goel, 2016). Una alta diversidad en especies domésticas permite una mejor 
respuesta a cambios en los ecosistemas y una mejor eficiencia de producción (FAO, 2012).  
La conservación de germoplasma de especies domésticas es una herramienta necesaria 
para mantener la estabilidad de los sistemas agrícolas (FAO, 2012), y dado que la ganadería 
es una de las principales actividades económicas a nivel mundial (Thornton, 2010), el 
desarrollo de técnicas de criopreservación y biotecnologías reproductivas es esencial. Además 
de suplir las necesidades agrícolas, el uso de especies domésticas permite generar modelos 
para el desarrollo de protocolos de conservación en especies silvestres (Strand et al., 2016). 
En mamíferos, la criopreservación ha sido un proceso eficiente al ser aplicado en técnicas 
de reproducción asistida usando semen como material inicial (Curry, 2007). Aunque su 
recolección es fácil y presenta una alta tasa de fertilidad (Purdy et al., 2016), su uso se 
complica en algunos escenarios puntuales. En el caso de especies silvestres, estas están 
sujetas a legislaciones de protección en la mayoría de los países y no se han establecido 
protocolos de recolección de semen en la mayoría de ellas. Por otra parte, los animales 





forma repentina requieren de protocolos y esquemas temporales para la recolección de 
material seminal (Albers & Barrios, 2011; Bertol et al., 2013). Es por esto que se requieren 
alternativas que permitan conservar el germoplasma masculino en estas situaciones. 
Entre las posibles alternativas se ha propuesto el uso de tejido testicular para mantener la 
capacidad reproductiva (Curaba et al., 2011; Lima & DaSilva, 2017; Pacchiarotti et al., 2013; 
Sadri-Ardekani & Atala, 2014) y la recuperación de espermatozoides de la cola del epidídimo 
(Almeida et al., 2017; Bachtell, Conaghan, & Turek, 1999; Bertol et al., 2013). En este 
estudio también se propone el uso de material tisular de la cola del epidídimo con fines de 
criopreservación. 
5. MATERIALES 
5.1. Procesamiento del material  
- 6 pares de testículos de toros adultos 
- Cajas Petri 
- Pinzas y bisturí 
5.2. Análisis histológico 
- Tubos Falcon de 15 mL 
- Solución de Bouin: 
- 70% Ácido pícrico saturado 
- 25% Formaldehído 
- 5% Ácido acético glacial 
- Etanol 70%, 95% y 100% 
- Xilol 
- Paraplast 
- Moldes para inclusión en parafina 






- Baño de flotación 
- Portaobjetos y cubreobjetos 
- Alcohol ácido: 
- 70% Etanol absoluto 
- 5% 1N Ácido clorhídrico (HCl) 
- Polilisina (1:100) 
- Hematoxilina de Harris 
- Medio de montaje 
5.3. Análisis espermático 
- Cajas Petri 
- Bisturí 
- PBS 
- Tubos Eppendorf 
5.3.1. Evaluación de motilidad y permeabilidad de membrana  
- 0,15 M Fructosa 
- 57 mM Citrato de sodio 
- Portaobjetos y cubreobjetos 
5.3.2. Evaluación de viabilidad y morfología  
- Cloruro de sodio (NaCl) 
- Reactivo Nigrosina 
- Reactivo Eosina Y 







5.3.3. Evaluación de integridad del acrosoma  
- Etanol 96% 
- Giemsa 6% (v/v) 
- Portaobjetos 
5.3.4. Evaluación de integridad de la cromatina 
- 0,1 M Ácido cítrico 
- 0,2 M Fosfato de sodio 
- Acetona 
- Etanol 96% 
- 1N Ácido clorhídrico (HCl) 
- Azul de toluidina 
- Portaobjetos 
5.4. Congelamiento lento 
5.4.1. Criopreservante basado en DMSO 
- Medio Mínimo Esencial (Minimun Essential Medium, MEM) 1X:  
- 10% MEM 10X 
- 1.7% Bicarbonato de sodio 
- 2% L-glutamina 
- 1% Aminoácidos no esenciales 
- 1% Penicilina/Estreptomicina 
- 3% HEPES buffer 
- 0,4% Gentamicina (10 mg/mL)  
- Dimetilsulfóxido (DMSO) 
- Suero Fetal Bovino (Fetal Calf Seurm, FCS) 





- Tubos Falcon de 15 mL 
- Papel aluminio autoclavado 
- Tanque de nitrógeno líquido 
5.4.2.  Criopreservante basado en yema de huevo y glicerol 
- 2 yemas de huevo 
- 88 mM Ácido cítrico monohidratado 
- 55 mM glucosa 
- Glicerol 
- Tubos Falcon de 15 mL 
- Papel aluminio autoclavado 
- Tanque de nitrógeno líquido 
5.5. Descongelamiento rápido 
- MEM 1X 
- Suero Fetal Bovino (FCS) 
- PBS 
- Tubos Falcon de 15 mL 
5.6. Análisis estadístico 
- Software Estadístico Minitab 17 (Minitab Inc., 2018) 
6. MÉTODOS  
6.1. Recolección y procesamiento del material  
Se recolectaron seis pares de testículos de toros adultos de 2 a 3 años de edad en la 
Empresa Pública Metropolitana de Rastro Quito. Estos se transportaron a 5°C hasta el 
laboratorio de Biotecnología Animal de la USFQ. Los testículos se lavaron con agua corriente 
y se colocaron en cajas Petri, donde se removió la túnica vaginal parietal con subcapas 





par de testículos y se identificaron como derecho e izquierdo. Se separó la cola del epidídimo 
de cada epidídimo y se realizaron cortes transversales de tejido testicular y tejido de la cola 
del epidídimo. De los segmentos testiculares se obtuvieron cubos de tejido testicular. 
6.2. Diseño experimental  
Se evaluó la acción de dos criopreservantes en la congelación de trozos de diferentes 
tamaños de tejido testicular y en tejido de la cola del epidídimo siguiendo un protocolo de 
congelamiento lento no controlado. Se utilizaron los testículos y epidídimos definidos como 
derechos, se tomaron muestras y se realizaron análisis seminales e histológicos, los cuales se 
utilizaron como controles iniciales del proceso. En el tejido testicular se cortaron trozos 
catalogados como grandes (aproximadamente 1 cm3) y pequeños (aproximadamente 0,5 cm3), 
mientras que en el tejido de la cola del epidídimo se manejó un solo tamaño 
(aproximadamente 0,5 cm3). Cada tipo de muestra (testículo grande, testículo pequeño y 
epidídimo) se congeló usando criopreservantes basados ya sea en DMSO o en yema de huevo 
y glicerol, así como controles internos sin criopreservante.  
También se evaluó la capacidad crioprotectora del medio interno del tejido de la cola del 
epidídimo. Se mantuvieron epidídimos en refrigeración (4°C) durante 24 horas, se tomaron 
muestras y se realizaron análisis seminales e histológicos, los cuales se usaron como controles 
iniciales. Se congelaron trozos de la cola del epidídimo sin ningún criopreservante usando un 
protocolo de congelamiento lento no controlado. También se congelaron y almacenaron las 
colas de los epidídimos completas en un congelador doméstico a -20°C. 
Las muestras fueron descongeladas siguiendo un protocolo de descongelamiento rápido. 
Se realizaron los mismos análisis histológicos y seminales post-congelación. Se realizaron 
análisis estadísticos para determinar diferencias significativas entre los parámetros 






6.3. Análisis histológico  
Se tomó una muestra pequeña de tejido, se colocó en un tubo Falcon de 15 mL y se fijó 
en solución de Bouin durante al menos dos días a temperatura ambiente y en oscuridad. Para 
su inclusión en parafina, se lavaron las muestras dos veces con etanol 70% para remover la 
mayor parte de la solución de Bouin y se siguió un protocolo de deshidratación con alcoholes 
crecientes: etanol 70% por 15 minutos (2 veces), etanol 95% por 20 minutos, etanol 95% por 
20 minutos (2 veces), etanol 100% por 20 minutos (3 veces), xilol por 10 minutos, xilol por 5 
minutos (2 veces), xilol: Paraplast (1:1) por 45 minutos, xilol:Paraplast (1:2) por 45 minutos y 
Paraplast por 30 minutos (2 veces). Finalmente se colocaron las muestras en moldes, los 
cuales se fijaron en casetes histológicos y se mantuvieron estos a 4°C hasta la realización de 
los cortes. 
Se realizaron cortes de 5 µm de grosor en un micrótomo semiautomatico, se colocó cada 
corte de tejido en un baño de flotación a 40°C y se recolectó en portaobjetos limpios y 
previamente cubiertos con polilisina. Para cubrir los portaobjetos con polilisina, primero se 
mantuvieron en alcohol ácido durante 30 minutos, se lavaron con agua destilada, se secaron, 
se mantuvieron en polilisina (1:10) durante 5 minutos, se secaron y se almacenaron a 4°C 
hasta su uso.  
Una vez colocados los cortes en las láminas portaobjetos, se removió la parafina del 
tejido de los portaobjetos con pasos de xilol alcoholes decrecientes: xilol por 3 minutos (3 
veces), etanol 100% por 1 minuto y etanol 95% por 1 minuto. Se hidrató el tejido con agua 
destilada por 2 minutos (3 cambios) y se realizó una tinción con hematoxilina de Harris 
durante 15 segundos. Se lavaron las láminas con agua destilada y se mantuvieron en agua 
corriente durante 10 minutos para la diferenciación del colorante. Se lavaron las láminas con 
agua destilada y se deshidrató el tejido con etanol 95% por 1 minuto (2 veces), etanol 100% 





cada corte de tejido coloreado en las láminas, se cubrió con un cubreobjetos y se dejó secar 
durante 24 horas. Finalmente se observó la morfología de los tejidos por microscopía óptica a 
400x. 
6.4. Análisis espermático 
Se colocó 1 mL de PBS 1X a los trozos de tejido y se extrajeron los espermatozoides 
mediante maceración mecánica con un bisturí. Se recuperó 1 mL de suspensión de 
espermatozoides en tubos Eppendorf y se mantuvieron a 37°C. Para realizar los frotis se 
colocó una gota (10 µL) de cada muestra en los portaobjetos y se realizaron las tinciones 
como se indica a continuación. 
6.4.1. Evaluación de motilidad y permeabilidad de membrana 
Para evaluar la motilidad y permeabilidad de la membrana plasmática de los 
espermatozoides se utilizó la prueba HOS (Hypo-osmotic Swelling). La solución HOS se 
preparó en dos fracciones. La fracción A 0,15 M fructosa y la fracción B 57 mM citrato de 
sodio. Se mezclaron las fracciones en partes iguales y se almacenaron a -20°C hasta su uso. 
Al momento de realizar la prueba, se mezclaron 10 µL de la muestra con 20 µL de la solución 
HOS previamente calentada a 38 °C y se incubó a la misma temperatura durante 30 minutos. 
Se colocaron 10 µL de la mezcla en un portaobjetos, se colocó un cubreobjetos y se observó 
por microscopía óptica a 400x. Se contaron al menos 150 espermatozoides por cada muestra y 
se consideró una membrana funcional al observar cambios en el volumen de la cola de los 
espermatozoides. La motilidad se evaluó subjetivamente otorgando valores de 0 a 5. 
6.4.2. Evaluación de viabilidad y morfología  
La evaluación de viabilidad e identificación de morfología espermática se realizó 
mediante tinción con el reactivo eosina/nigrosina. Se preparó una solución 0,9% cloruro de 
sodio, 5% nigrosina y 0,67% eosina Y en agua destilada. Con este fin se calentó la solución 





minutos. Se aumentó la temperatura y se retiró justo en el punto de ebullición. Se enfrió, filtró 
y almacenó la solución a 4°C en oscuridad hasta su uso. 
Al momento de requerirse, se calentó el reactivo a 38°C y se mezclaron 6,5 µL de este 
con 6,5 µL de la muestra durante 30 segundos. Se realizó un frotis con 6,5 µL de la mezcla, se 
secó al aire rápidamente y se observó por microscopía óptica a 400x. Se contaron al menos 
150 espermatozoides en cada frotis y se consideraron los que tenían una coloración 
rosada/morada en la región de la cabeza como aquellos no viables (Figura 1). También se 
identificaron 5 morfologías principales: espermatozoides normales, cabezas sin cola, gota 
citoplasmática distal (CD), doblez distal y defecto Dag (Figura 2).  
6.4.3. Evaluación de integridad del acrosoma  
La integridad del acrosoma se evaluó mediante una tinción con Giemsa. Se realizó un 
frotis de cada muestra, cada uno de los cuales se fijó en etanol 96% durante 10 minutos y se 
coloreó con Giemsa 6% (v/v) en agua destilada durante 12 horas. Se lavaron las láminas 
coloreadas con agua corriente, se dejaron secar y se observaron mediante microscopía óptica a 
400x. Se contaron al menos 150 espermatozoides en cada frotis y se consideraron aquellos 
con una coloración rosada intensa en la zona del acrosoma como espermatozoides con 
acrosoma normal (Figura 3).  
6.4.4. Evaluación de integridad de la cromatina 
Para evaluar la integridad de la cromatina en las células espermáticas se usó una tinción 
de azul de toluidina en buffer McIlvane. El buffer se preparó en dos soluciones. La solución A 
ácido cítrico 0,1 M y la solución B fosfato de sodio 0,2 M. Se mezclaron las soluciones (70% 
solución A y 30% solución B), se ajustó el pH a 3,5 y se almacenó a 4°C hasta su uso, no más 
de 2 semanas después de su preparación.  
Se realizó un frotis de cada muestra y se fijó durante 1 hora a 4°C en una solución de 





HCl 1N durante 5 minutos. Se realizó un segundo lavado y se colocó la solución de azul de 
toluidina durante 5 minutos. La solución de azul de toluidina se preparó con 50% de buffer 
McIlvane en agua destilada y 0,05% de azul de toluidina. Se lavaron los portaobjetos en agua 
destilada, se secaron y se observaron mediante microscopía óptica a 400x. Se contaron al 
menos 150 espermatozoides en cada frotis y se consideraron a aquellos con una coloración 
azul intensa en la zona de la cabeza como espermatozoides con ADN fragmentado (Figura 4).  
6.5. Congelamiento lento  
6.5.1. Criopreservante basado en DMSO 
El criopreservante basado en DMSO se preparó en base al protocolo sugerido por 
(Izadyar et al., 2002), con 60% de MEM 1X, 20% DMSO y 20% de FCS. Este se suplementó 
con 0,14 M de sacarosa. Se colocaron las muestras en tubos Falcon de 15 mL y se 
mantuvieron a 4°C. En cada tubo se colocó 10 mL del criopreservante, gota a gota en tres 
fracciones, con un periodo de espera de 20 minutos entre fracción. Después de aplicar la 
última fracción se mantuvieron las muestras durante un periodo de equilibrio de 20 minutos a 
4°C. Se descartó el criopreservante y se colocaron los trozos de tejido embebidos en papel 
aluminio previamente autoclavado. Las muestras envueltas se colocaron en tubos Falcon y se 
mantuvieron en congelación a -80°C. Después de tres días las muestras se almacenaron en 
nitrógeno líquido (-196°C) durante una semana.  
6.5.2. Criopreservante basado en yema de huevo y glicerol (YHG) 
El criopreservante basado en glicerol y yema de huevo se preparó en dos fracciones, 
modificando el protocolo sugerido por (De Leeuw, De Leeuw, Den Daas, Colenbrander, & 
Verkleij, 1993). La fracción A se preparó con 1 yema de huevo por cada 100 mL de solución, 
80% de agua destilada, 88 mM ácido cítrico monohidratado y 55 mM glucosa. La fracción B 





glicerol, 55 mM glucosa y 88 mM ácido cítrico monohidratado. En ambas soluciones se 
ajustó el pH a 7. 
Se colocaron las muestras en tubos Falcon, se añadieron 10 mL de la fracción A y se 
mantuvieron a 4°C durante 1 hora. Se añadieron 10 mL de la fracción B y se mantuvo a 4°C 
durante un periodo de equilibrio de 4 horas. Se descartó el criopreservante y se colocaron los 
trozos de tejido embebidos en papel aluminio previamente autoclavado. Las muestras 
envueltas se colocaron en tubos Falcon y se mantuvieron en congelación a -80°C. Después de 
tres días las muestras se almacenaron en nitrógeno líquido (-196°C) durante una semana. 
6.5.3.  Muestras sin criopreservante 
Las muestras sin criopreservante se colocaron directamente en papel aluminio 
previamente autoclavado y se siguió el protocolo de congelamiento dependiendo del tipo de 
muestra. 
6.6. Descongelamiento rápido  
Se recuperaron las muestras empacadas en papel aluminio del tanque de nitrógeno y 
congelador, y se descongelaron de manera inmediata mediante inmersión en agua a 40°C 
durante 2 minutos. Después de su descongelamiento, las muestras embebidas en el 
criopreservante basado en DMSO se colocaron en tubos Falcon de 15 mL y se lavaron en 3 
veces su volumen de MEM 1X con 5% FCS a 38 °C. Estos lavados se realizaron gota a gota 
en tres fracciones con un periodo de espera de 20 minutos entre fracción. Después de la última 
fracción se descartó la solución de lavado y se añadió el mismo volumen de la muestra en 
PBS a 38 °C. Las muestras embebidas en el criopreservante basado en yema de huevo y 
glicerol y las muestras congeladas sin criopreservante se lavaron en 3 veces su volumen de 
PBS a 38 °C. Se descartó la solución y se añadió el mismo volumen de la muestra en PBS a 






6.7. Análisis estadístico  
Mediante One-Way ANOVA se determinaron diferencias significativas (P < 0,05) entre 
los tratamientos aplicados y el control inicial para los parámetros ya mencionados 
anteriormente. También se realizó un test de Tukey (95% de confianza) para determinar 
diferencias significativas entre las medias de cada parámetro analizado. En el caso de 
encontrar diferencias significativas se realizó un Two-Way ANOVA para determinar los 
factores y las interacciones que influyen de manera significativa, así como gráficos de 
interacción y de efectos principales para determinar las combinaciones que producen los 
mejores resultados. Para todos los análisis estadísticos se utilizó el software estadístico 
Minitab 17.  
7. RESULTADOS 
7.1. Análisis en muestras de tejido testicular 
A partir de las muestras de tejido testicular se realizaron análisis para determinar 
diferencias significativas en varios parámetros espermáticos al comparar la actividad de 
criopreservantes basados en DMSO o en yema de huevo-glicerol. Se estudiaron dos tamaños 
de tejido testicular y se compararon con un control inicial, (analizado en el día 0 antes de la 
criopreservación) y con un control interno (tratamiento con tejido congelado sin 
criopreservante). Mediante One-Way ANOVA se determinó que no existieron diferencias 
significativas entre los animales usados para todos los parámetros analizados (P > 0,05). 
7.1.1.  Integridad de la membrana plasmática  
No se mantuvo la integridad de la membrana plasmática en los espermatozoides de las 
muestras de ninguno de los tratamientos de criopreservación después del descongelamiento. 
En la Figura 5 se observa que no existieron diferencias significativas entre los tratamientos 







No se observó motilidad en los espermatozoides después del congelamiento bajo ninguno 
de los tratamientos. En la Figura 6 se comparan las medias de la motilidad espermática de los 
tratamientos utilizados con el control inicial y el control interno. En el control inicial se 
observó una motilidad significativamente mayor que en el resto de los tratamientos post-
congelación (P < 0,01). Así mismo no existieron diferencias entre los tratamientos aplicados y 
el control sin criopreservante post-congelación. 
7.1.3. Viabilidad  
Como se observa n la Figura 7, se determinó que existen diferencias significativas entre 
los tratamientos utilizados (P < 0,01) y con el control inicial. A pesar de que todos los 
tratamientos generaron menores porcentajes de viabilidad que aquel del control inicial (P < 
0,01), los espermatozoides provenientes de los trozos pequeños de tejido testicular y tratados 
con criopreservante a base de DMSO tuvieron mejores porcentajes de supervivencia 
espermática que el resto de los tratamientos post-congelación. Dado que los factores tamaño, 
criopreservante y su interacción fueron significativos, se realizó un gráfico de interacciones 
(Figura 8). Este permitió reconfirmar al tratamiento de DMSO en trozos pequeños de tejido 
testicular como aquel en el que se obtuvo una mayor viabilidad. 
7.1.4. Morfología 
En la Figura 9 se muestran los porcentajes de cinco morfologías principales reconocidas 
en muestras de tejido testicular de diferentes tamaños bajo diferentes protocolos de 
criopreservación. Los tratamientos post-congelación se compararon con un control inicial y 
un control interno. No se observaron diferencias significativas en los porcentajes de 
espermatozoides con morfología normal (P > 0,05). Se encontró una disminución significativa 





citoplasmática distal (CD) al aplicar tratamientos de congelamiento. Sin embargo, no se 
notaron diferencias entre los tratamientos y el control interno (sin criopreservante).  
En cuanto a la morfología correspondiente a cabezas espermáticas sin cola, se observó 
una fuerte tendencia a un aumento en el porcentaje de esta morfología al aplicar tratamientos 
de congelamiento. Sin embargo, esta diferencia no fue significativa (P > 0,05). Tampoco se 
observaron diferencias significativas entre el porcentaje de espermatozoides que presentaron 
defecto Dag en los tratamientos post-congelación y el control inicia (P > 0,05). Finalmente, 
aunque se observó una considerable disminución de los porcentajes de presencia de la 
morfología doblez distal en relación al control inicial (P > 0,05), no se observó que los 
factores tamaño (P > 0,05), criopreservante (P > 0,05) o su interacción (P > 0,05) fueran 
significativos. 
7.1.5. Integridad del acrosoma  
Como se presenta en la Figura 10, no se observaron diferencias significativas en el 
porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto al realizar comparaciones entre los 
tratamientos, el control interno y el control inicial (P > 0,05).  
7.1.6. Integridad de la cromatina  
En la Figura 11 se presentan las medias de integridad de la cromatina para cada 
tratamiento. Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos y el control inicial 
(P < 0,01). Se determinó que el tamaño (P > 0,05) y la interacción entre este factor y el 
criopreservante usado (P > 0,05) no fueron significativos, mientras que el criopreservante 
usado si fue significativo. El criopreservante basado en DMSO fue el que presentó un menor 
descenso en el porcentaje de espermatozoides con cromatina íntegra post-congelación (P < 
0,01). Un análisis de interacciones entre los factores mencionados (Figura 12) indicó que el 






7.1.7. Análisis histológico 
La morfología del tejido testicular se vio afectada al aplicar tratamientos de congelación. 
Como se observa en la Figura 25, los túbulos seminíferos se mostraron menos organizados y 
con un mayor espacio entre sí post-congelación. La mejor morfología post-congelación, muy 
similar a la del control pre-congelación se observó en los trozos pequeños de tejido testicular 
criopreservados con una solución crioprotectora basada en DMSO.   
7.2. Análisis en muestras de tejido de la cola del epidídimo usando criopreservantes  
Se determinaron diferencias significativas en varios parámetros al comparar la actividad 
de criopreservantes basados en DMSO y yema de huevo-glicerol en la preservación de 
espermatozoides obtenidos a partir de tejido de la cola del epidídimo. Mediante One-Way 
ANOVA se determinó que no existieron diferencias significativas entre los animales usados 
para todos los parámetros analizados (P > 0,05). 
7.2.1. Integridad de la membrana plasmática 
La integridad de la membrana plasmática disminuyó significativamente en todos los 
tratamientos después de la congelación, en comparación con el control inicial (P < 0,01). En 
la Figura 13 se observa que al usar el criopreservante basado en DMSO hay una tendencia a 
un mayor porcentaje de integridad de membrana, sin embargo esta diferencia no fue 
significativa (P > 0,05). 
7.2.2. Motilidad   
La motilidad disminuyó significativamente en los espermatozoides sometidos a 
congelamiento en comparación con el control inicial (P < 0,01). Como se observa en la Figura 
14, no hubo diferencias significativas entre los tratamientos sometidos a congelamiento, pero 







7.2.3. Viabilidad  
Las muestras sometidas a tratamientos de criopreservación demostraron una viabilidad 
significativamente menor al control inicial (P < 0,01), como se observa en la Figura 15. 
Aunque las muestras congeladas usando el criopeservante basado en yema de huevo-glicerol 
aparentan una mayor viabilidad, las diferencias entre los tratamientos que se congelaron no 
fueron significativas. 
7.2.4. Morfología 
En la Figura 16 se muestran las cinco principales morfologías identificadas en 
espermatozoides obtenidos a partir de tejido de la cola del epidídimo. Se comparó el 
porcentaje de cada morfología del control inicial con los porcentajes obtenidos de los 
tratamientos que pasaron por un proceso de congelación. No se encontraron diferencias 
significativas entre los porcentajes de morfología normal, gotas citoplasmáticas distales (CD), 
cabezas sin cola y doblez distal (P > 0,05). En cuanto al defecto Dag, se observó una 
disminución significativa en los tratamientos donde las muestras fueron congeladas, en 
comparación con el control inicial (P < 0,05). Así mismo, no se observaron diferencias 
significativas entre dichos tratamientos post-congelación (P > 0,05). 
7.2.5. Integridad del acrosoma  
En la Figura 17 se observa una disminución significativa en el porcentaje de 
espermatozoides con membrana funcional, en comparación con el control inicial (P < 0,01). A 
pesar de que se observa una tendencia a mayor integridad en el tratamiento a base de DMSO, 
esta no fue significativa (P > 0,05).  
7.2.6. Integridad de la cromatina  
Como se presenta en la Figura 18, los espermatozoides de todos los tratamientos 






7.2.7. Análisis histológico 
Se observó una reducción en el lumen de las muestras post-congelación, como se 
presenta en la Figura 26. Estos resultados coinciden con los análisis espermáticos, en los 
cuales se comprobó una disminución significativa en los parámetros analizados post-
congelación. 
7.3. Análisis en muestras de tejido de la cola del epidídimo sin uso de 
criopreservantes 
Se determinaron diferencias estadísticas en varios parámetros al comparar tiempos de 
procesamiento y protocolos de congelación en espermatozoides obtenidos a partir de tejido de 
la cola del epidídimo. Mediante One-Way ANOVA se determinó que no existieron 
diferencias significativas entre los animales usados para todos los parámetros analizados (P > 
0,05). 
7.3.1. Integridad de la membrana plasmática 
Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos en los que se aplicó un 
tratamiento de congelación y en los que no (P < 0,01). Como se observa en la Figura 19, el 
porcentaje de espermatozoides con membranas íntegras en el control inicial fue similar al 
correspondiente en muestras que estuvieron 24 horas en refrigeración (P > 0,05). La 
congelación generó descensos estadísticamente significativos en la integridad de la membrana 
tanto en muestras congeladas en nitrógeno líquido como en refrigeradores domésticos a -20 
°C (Figura 19). Estos dos últimos tratamientos no mostraron diferencias estadísticas entre sí 
(P > 0,05). 
7.3.2. Motilidad 
Como se observa en la Figura 20, se observó una disminución significativa en la 
motilidad de los espermatozoides al aplicar protocolos de congelación (P < 0,01). Esta 





se observaron diferencias significativas en la motilidad espermática al analizar el control 
inicial y las muestras que estuvieron en refrigeración durante 24 horas (P > 0,05). 
7.3.3. Viabilidad  
Se observó una reducción significativa en la viabilidad de los espermatozoides al aplicar 
protocolos de congelación (P < 0,01). Como se observa en la Figura 21, la viabilidad se 
redujo independientemente de la temperatura de congelación aplicada (P > 0,05). Por otra 
parte, no se observaron diferencias significativas (P > 0,05) en la viabilidad espermática al 
analizar el control inicial y las muestras que estuvieron en refrigeración durante 24 horas. 
7.3.4. Morfología 
En la Figura 22 se presentan los porcentajes de las cinco morfologías espermáticas 
distinguidas. No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos en las 
morfologías normal, gotas CD, cabezas sin cola y defecto Dag (P > 0,05). En cuanto a la 
morfología doblez distal se observó un mayor porcentaje de espermatozoides con esta 
morfología en el tratamiento con una temperatura de congelación de -20 °C (P = 0,055).  
7.3.5. Integridad del acrosoma  
Se observó una reducción significativa en la integridad del acrosoma de los 
espermatozoides al aplicar protocolos de congelación (P < 0,01). Como se observa en la 
Figura 23, la viabilidad se redujo independientemente de la temperatura de congelación 
aplicada (P > 0,05). Por otra parte, no se observaron diferencias significativas (P > 0,05) en la 
integridad del acrosoma al analizar el control inicial y las muestras que estuvieron en 
refrigeración durante 24 horas. 
7.3.6. Integridad de la cromatina  
No se observaron diferencias significativas en la integridad de la cromatina de los 





mismo resultado (100% de integridad de cromatina) independientemente del tiempo de 
procesamiento y temperatura de congelación.  
7.3.7. Análisis histológico 
Como se presenta en la Figura 27, se observó una disminución considerable en el lumen 
en el tejido de la cola del epidídimo post-congelación en las dos temperaturas analizadas. En 
las muestras de tejido analizadas después de estar 24 horas en refrigeración y el control inicial 
se observó una morfología similar. Estos resultados coinciden con los análisis espermáticos, 
en los cuales no se observaron diferencias significativas debido al mantenimiento las muestras 
en refrigeración por 24 horas, pero si al congelarlas en nitrógeno líquido o en refrigeradores 
domésticos a -20 °C. 
8. DISCUSIÓN 
Los resultados obtenidos al evaluar parámetros seminales bajo diferentes condiciones de 
congelación en tejido testicular y de la cola del epidídimo en bovinos, indican que la 
criopreservación de tejido gonadal es una alternativa para la conservación de germoplasma 
masculino. Además, se demostró que las muestras no requieren de un procesamiento 
inmediato si se almacenan en refrigeración, facilitando la aplicación de estas técnicas en casos 
especiales.   
En la última década se ha documentado una rápida disminución en especies de mamíferos 
silvestres, estando una de cada cuatro especies en peligro de extinción (Silva, Lima, Peixoto, 
& Souza, 2015). El desarrollo de técnicas de criopreservación usando bovinos como modelos 
animales permitirá mantener la diversidad tanto de especies agrícolas, como de especies 
silvestres. Aunque la criopreservación sea una técnica extensamente aplicada en la 
conservación de semen (Lonergan, 2018), las dificultades que conlleva su recolección 





partir de tejido testicular y de la cola del epidídimo puede ser utilizada para el desarrollo de 
bancos de germoplasma masculino de mamíferos. 
En los experimentos realizados, independientemente del tratamiento de congelación, 
criopreservante y tejido utilizado, la integridad de la membrana plasmática y la motilidad de 
los espermatozoides post-congelación disminuyó. El porcentaje máximo de integridad de 
membrana alcanzado fue de 9 ± 2,51 % usando un criopreservante basado en DMSO en 
espermatozoides obtenidos a partir de la cola del epidídimo, mientras que no se observó 
motilidad con ninguno de los tratamientos. Según Layek et al. (2016), la membrana 
plasmática es una de las estructuras que se ve mayormente afectada al aplicar tratamientos de 
criopreservación. A diferencia de este trabajo que utilizó trozos de tejido epididimario o 
testicular como fuente de espermatozoides,  estudios similares en semen de toro, han 
demostrado una disminución significativa en estos parámetros (López & Rivera, 2015), sin 
embargo esta corresponde a una integridad y motilidad del 60%.  
A fin de evaluar la funcionalidad de la membrana plasmática se realizaron análisis de 
integridad de membrana y motilidad mediante la prueba Hypo-Osmotic Swelling (HOS). En 
esta se considera a la capacidad  del espermatozoide de hincharse en la zona de la cola, en 
presencia de estrés hipo-osmótico, como un indicador de que el transporte de fluidos a través 
de la membrana es normal (Ramu & Jeyendran, 2013). De la integridad funcional y 
estructural de la membrana plasmática depende la supervivencia y capacidad de fertilización 
de los espermatozoides (Dalton, 2011), por lo que es importante evaluar la alteración de estos 
parámetros post-congelación. Durante la criopreservación la membrana plasmática cambia de 
estado fluido a rígido, afectando su permeabilidad y límites de tolerancia osmóticos (Layek 
et al., 2016; Sieme, Oldenhof, & Wolkers, 2015). Además, se producen cambios en la 
concentración de solutos a nivel intracelular y extracelular debido a la formación de cristales 





evaluados, de manera que la generación de niveles osmóticos superiores a los tolerables causó 
pérdida de funcionalidad en la membrana plasmática. 
Las diferencias obtenidas al criopreservar tanto trozos de tejido como material seminal 
pueden estar relacionadas a que las proteínas del plasma seminal son esenciales para la 
estabilidad de la membrana celular debido a que se unen a esta y cambian su permeabilidad 
(Cunha et al., 2016). Además, una de las principales limitaciones al criopreservar tejido es la 
distribución homogénea del criopreservante debido a que es más complicado alcanzar altas 
tasas de descongelación (Jang et al., 2017). Seguramente esta fue la razón por la que los 
porcentajes de integridad de membrana y motilidad obtenidos en el presente trabajo fueron 
bajos en comparación con otros estudios, pero mejores al utilizarse trozos más pequeños de 
tejido. 
A pesar de que se han desarrollado técnicas y protocolos que permiten congelar muestras 
biológicas evitando la formación de hielo intracelular, este no ha sido el caso para técnicas de 
descongelación (Manuchehrabadi et al., 2017). La descongelación es uno de los pasos críticos 
en la supervivencia de los espermatozoides debido a los efectos que pueden ocurrir si la 
liberación de agua debido al derretimiento del hielo no es los suficientemente rápida  (Elliott 
et al., 2017). Entre los efectos están la cristalización debido al crecimiento de pequeños 
cristales de hielo (Manuchehrabadi et al., 2017), y la dilución localizada de solutos, causando 
un aumento en la concentración de sal y provocando daños irreversibles en la membrana 
(Elliott et al., 2017). Las bajas tasas de congelación seguramente también influyeron en la 
pérdida de integridad de la membrana plasmática. 
Ya que la prueba HOS se realiza in vivo, también es posible evaluar la motilidad de los 
espermatozoides. Este parámetro disminuyó en todos los tratamientos y tejidos evaluados, a 
excepción del tejido almacenado en refrigeración por 24 horas. Este último no demostró 





afecta a la membrana plasmática, también ocurren daños en las membranas mitocondriales. 
Estos provocan disfunción mitocondrial y alteraciones en la producción de ATP, por lo que la 
motilidad disminuye post-congelación (O’Connell, McClure, & Lewis, 2002). 
La viabilidad espermática post-congelación también disminuyó en todos los tratamientos 
y tejidos procesados. El mayor porcentaje de viabilidad obtenido fue de 9.33 ± 0.88 %, 
usando criopreservante basado en DMSO y trozos pequeños de tejido testicular. Estudios de 
criopreservación han reportado porcentajes de viabilidad de entre el 50-60 % para 
espermatozoides eyaculados (Curry, 2007), y 40 % para espermatozoides recuperados del 
epidídimo (Strand et al., 2016). Sin embargo, en estos estudios, los espermatozoides tienen un 
periodo de vida muy limitado en comparación con la posibilidad de criopreservación a largo 
plazo. Este parámetro se analizó mediante tinción con eosina-nigrosina. Esta técnica se basa 
en el uso de dos colorantes. La eosina penetra la membrana de los espermatozoides no 
viables, mientras que la nigrosina permite tener un color de contraste para facilitar la labor de 
diferenciar los espermatozoides vivos y muertos. De esta manera los espermatozoides viables 
no presentan color y los no viables presentan un color de rosado a morado (Srivastava & 
Pande, 2017). Esta tinción también permite identificar las principales morfologías 
espermáticas. 
Ya que el tamaño del tejido y el crioprotector usados fueron variables significativas, la 
baja viabilidad observada se puede deber a limitaciones en la transferencia homogénea del 
criopreservante en el tejido. Por otra parte, el DMSO es un solvente aprótico con una alta 
afinidad por agua, el cual actúa como crioprotector debido a que reemplaza una parte del agua 
dentro y fuera de las células, reduciendo el tamaño de cristales de hielo y limitando el 
incremento en la concentración de solutos durante el congelamiento (Papadopoulou, 
Chatzimeletiou, Syrrou, Kalinderis, & Iakovidou-Kritsi, 2015). Sin embargo, en el presente 





limitado de espermatozoides. Por otra parte, la viabilidad de los espermatozoides post-
congelación se ve afectada por su composición lipídica. En mamíferos, la susceptibilidad de 
la membrana plasmática a daños por criopreservación está relacionada a un alto radio de 
ácidos grasos saturados: no saturados y bajo contenido de colesterol (Meseguer et al., 2004). 
El patrón de composición lipídica en los espermatozoides depende de su estado de 
maduración. De esta manera, mientras que los espermatozoides del epidídimo tienen un bajo 
contenido lipídico y alto contenido de ácidos grasos no saturados y colesterol (Mandal et al., 
2014), los espermatozoides testiculares tienen un radio óptimo de colesterol y fosfolípidos 
(Voglmayr, Chartier, & Sawyer, 1983). Esto permite que las membranas de los 
espermatozoides testiculares sean más cohesivas e impermeables, lo cual explicaría su 
tolerancia a bajas temperaturas. La diferencia en el radio de lípidos entre espermatozoides 
testiculares y del epidídimo seguramente es la razón por lo que la viabilidad fue más alta en 
espermatozoides testiculares. 
En cuanto a morfología, en los resultados obtenidos se observa que la morfología normal 
en los espermatozoides se mantuvo constante a pesar de los tratamientos de congelación. En 
el caso de los espermatozoides obtenidos a partir de tejido testicular esta morfología 
representó del 30-40%. Simerly et al. (2016) encontraron que las diferencias morfológicas de 
espermatozoides en tejido testicular están relacionadas a que estos son espermatozoides 
inmaduros. Por otra parte, en espermatozoides obtenidos a partir de tejido de la cola del 
epidídimo la morfología normal representó del 70-80%. En muestras de semen se ha 
reportado un porcentaje de espermatozoides con morfología normal de 65-75% (Walters 
et al., 2004). Estos resultados son similares a los obtenidos en las muestras de tejido de la cola 
del epidídimo en el presente trabajo ya que es en esta región donde se almacenan los 





en los porcentajes obtenidos entre espermatozoides testiculares y del epidídimo se debe muy 
posiblemente a su estado de madurez. 
 Por otra parte, las cabezas espermáticas sin cola fueron el mayor defecto identificado en 
muestras de tejido testicular. Estudios previos indican a esta como la anomalía dominante en 
espermatozoides descongelados, y la atribuyen a daños por shock térmico (Khalil, El-Harairy, 
Zeidan, Hassan, & Mohey-Elsaeed, 2017). En las muestras obtenidas a partir de tejido de la 
cola del epidídimo las gotas citoplasmáticas distales fueron el mayor defecto observado. Estos 
resultados coinciden con un estudio realizado por Ribero-Peres et al. (2014) en 
espermatozoides del epidídimo en toros. Estudios indican que existe una relación entre 
anomalías morfológicas y bajas tasas de fertilidad en bovinos debido a modificaciones en el 
proceso de capacitación y en la interacción con ovocitos (Walters, Eyestone, Saacke, Pearson, 
& Gwazdauskas, 2004). Entre estas modificaciones se encuentra la presencia de gotas 
citoplasmáticas. Estas son remanentes del citoplasma de las células germinales que se 
mantienen adheridos en la región del cuello de las espermátidas durante la espermatogénesis 
(T.G. Cooper, 2005). Cuando los espermatozoides son transportados hacia la cola del 
epidídimo, esta gota migra desde el cuello hacia el anillo y se pierde cuando son eyaculados 
(T.G. Cooper, 2011). Esta morfología se considera como una anomalía ya que estudios 
indican que una incorrecta migración de las gotas citoplasmáticas está relacionada con 
pérdida de la motilidad y espermiogénesis anormal (Xu et al., 2013), lo cual incide en la 
fertilidad de los espermatozoides 
En cuanto a la integridad de la membrana acrosomal, en muestras de tejido testicular no 
se observó variación post-congelación, manteniéndose en un 80-90%. El alto porcentaje de 
integridad acrosomal identificado podría deberse a que los espermatozoides testiculares están 
en un estado inmaduro. De esta manera, (Hirohashi & Yanagimachi, 2018) señalan que los 





del acrosoma, para adquirir la capacidad de fertilización. Aunque se induzca la maduración de 
los espermatozoides testiculares analizados, estos no serían capaces de fertilizar el ovocito 
mediante inseminación artificial debido a que es necesario que una membrana plasmática 
intacta se fusione con la membrana del acrosoma para que ocurra la reacción del acrosoma 
(Khalil et al., 2017). Sin embargo, (Mazur, Leibo, & Seidel, 2008) mencionan que aunque los 
espermatozoides se identifiquen como no viables debido a su pérdida de motilidad, 
metabolismo e integridad de membrana, aún pueden fertilizar ovocitos mediante técnicas 
como inyección intracitoplasmática. 
En el caso de los espermatozoides obtenidos de tejido de la cola del epidídimo se observó 
una disminución considerable en la integridad del acrosoma post-congelación 
independientemente del criopreservante y la temperatura de congelación aplicadas. En apoyo 
a esta aseveración, estudios previos en espermatozoides del epidídimo de cerdos (Kikuchi 
et al., 1998) y toros (Khalil et al., 2017) muestran que la integridad del acrosoma se ve 
afectada por el congelamiento. La disminución en la integridad acrosomal en los 
espermatozoides provenientes de tejido del epidídimo podría explicarse en términos de 
alteraciones en la membrana inducidas por la criopreservación que se asimilan a cambios en 
la membrana de un espermatozoide cuyo acrosoma ha reaccionado (Talukdar et al., 2016). La 
reacción del acrosoma es el último paso en el proceso de capacitación (Karunakaran & 
Devanathan, 2017). Esta forma parte de un conjunto de alteraciones fisiológicas y 
bioquímicas que ocurren en los espermatozoides desde su maduración en el epidídimo que 
son esenciales para una unión exitosa al ovocito (Ickowicz et al., 2012).  Entre los cambios 
que ocurren durante la capacitación se encuentra un eflujo de colesterol, el cual cambia la 
organización de la membrana plasmática y aumenta su fluidez y permeabilidad a iones de 
bicarbonato y calcio (Ickowicz et al., 2012; Karunakaran & Devanathan, 2017).  Los cambios 





por lo que estos reciben el nombre de criocapacitación. Los daños por criocapacitación 
incluyen fosforilación de tirosina, formación de ROS (reactive oxygen species) y 
desestabilización de lípidos de la membrana plasmática (Layek et al., 2016). En este sentido, 
(Srivastava et al., 2013) encontraron evidencia que sugiere que el contenido de colesterol de 
la membrana plasmática está relacionado con la integridad de la membrana del acrosoma. De 
esta manera, los cambios en el contenido lipídico de los espermatozoides del epidídimo 
explicarían su susceptibilidad a una reacción del acrosoma temprana.  
En cuanto a los espermatozoides obtenidos de la cola del epidídimo que se mantuvieron 
en refrigeración (4 °C) durante 24 horas, no se observó variación en ninguno de los 
parámetros analizados en relación al material recién colectado. Estos resultados coinciden con 
estudios previos en espermatozoides del epidídimo en los que se muestra que la integridad de 
la membrana plasmática, motilidad, viabilidad e integridad del acrosoma se mantienen por 24 
horas a temperatura ambiente (Bertol et al., 2013) y a temperatura de refrigeración (4 °C) 
(Cunha et al., 2016; Khalil et al., 2017; Kikuchi et al., 1998; Strand et al., 2016). Estos 
estudios sugieren que los espermatozoides del epidídimo son resistentes a cambios de 
temperatura. De esta manera, en el caso de muerte repentina de un animal de interés se 
podrían mantener trozos de tejido del epidídimo en refrigeración por un periodo de 24 horas 
hasta su procesamiento. 
Finalmente, para el análisis de integridad de cromatina se usó la tinción de azul de 
toluidina. Este es un colorante básico con alta afinidad por componentes ácidos en el tejido 
que permite verificar la susceptibilidad del ADN a desnaturalización (Ribeiro-Peres et al., 
2014; Sridharan & Shankar, 2012). En los espermatozoides obtenidos de tejido testicular se 
observó un porcentaje máximo de integridad de 70% al usar DMSO como agente 
crioprotector. Según Ribeiro-Peres et al. (2014), un porcentaje que indica buena calidad en 





la integridad de la cromatina post-congelación (Khalil et al., 2017). En cuanto a 
espermatozoides obtenidos de tejido de la cola del epidídimo en este estudio, la integridad de 
la cromatina se mantuvo en 100%. Estos resultados coinciden con estudios previos que 
indican resultados similares y los atribuyen al estado de compactación de la cromatina 
(Angelopoulou, Plastira, & Msaouel, 2007). La cromatina espermática está compuesta por 
ADN nuclear y proteínas asociadas. Su integridad es esencial para el funcionamiento de los 
espermatozoides ya que defectos en esta están asociados con disfunciones en la motilidad, 
fertilización y desarrollo temprano del embrión (Khalil et al., 2017; Wu & Chu, 2008). 
Durante la espermiogenésis ocurren cambios en la cromatina como el reemplazo de 
protaminas en las histonas (Erenpreisa et al., 2003; Robaire et al., 2006). Durante la 
maduración en el epidídimo, las protaminas se enlazan mediante enlaces disulfuro y 
compactan la cromatina, de manera que mientras más compactada está es más difícil que el 
colorante se una (Andrabi, 2007).  Esto podría explicar que la cromatina se haya mantenido 
íntegra en las muestras de epidídimo, pero los porcentajes hayan sido variables en las 
muestras de tejido testicular, en donde ocurren cambios en la constitución de las 
nucleoproteínas. 
Por otra parte, la cromatina se puede desestabilizar durante la criopreservación debido a 
la alta fuerza iónica en el núcleo congelado e influjo excesivo de iones libres de calcio. Esto 
causa la activación de enzimas degradadoras de nucleoproteínas (Karunakaran & Devanathan, 
2017). Otro factor atribuid es la producción de ROS, causando la activación de caspasas por 
el daño oxidativo (Khalil et al., 2017).  
En general, los resultados obtenidos en todos los parámetros analizados indican que la 
mayor limitación en la criopreservación de tejido es la transferencia homogénea del agente 
crioprotector al interior de los tejidos donde se encuentran los espermatozoides. Sin embargo, 





de los espermatozoides del epidídimo a temperaturas de refrigeración sugiere que estos se 
pueden usar en técnicas de reproducción o almacenamiento en un periodo de 24 horas desde 
la muerte del animal. 
9. CONCLUSIONES 
La criopreservación de tejido testicular y tejido de la cola del epidídimo es una técnica 
alternativa para la conservación de germoplasma de mamíferos en escenarios donde la 
recolección de semen no es posible. Entre los parámetros analizados, los mejores resultados 
se obtuvieron utilizando DMSO con sacarosa y suero fetal bovino como agente crioprotector, 
sin embargo estos no cumplen con los porcentajes reportados como indicadores de buena 
calidad en estudios realizados utilizando material seminal. La principal limitación en la 
criopreservación de tejido es la transferencia de masa y calor, causando problemas en la 
distribución homogénea del criopreservante hacia el interior de los tejidos y en alcanzar tasas 
rápidas de descongelación.  
El almacenamiento de epidídimos a temperatura de refrigeración por 24 horas no 
demostró cambios en los parámetros analizados en comparación con las muestras frescas. 
Esto implica que en el caso de que no se cuente con las condiciones adecuadas para obtener 
espermatozoides de un animal de interés ante su muerte repentina, los epidídimos pueden ser 
almacenados por un periodo de al menos 24 horas a 4 °C para su procesamiento.  
10. RECOMENDACIONES 
- Disminuir el tamaño de los trozos de tejido que serán criopreservados y utilizar 
criopreservantes basados en DMSO. 
- Utilizar mayores volúmenes de material a criopreservar a fin de compensar los bajos 
porcentajes de calidad espermática post-congelación. 
- Mantener las muestras a una temperatura de 4 °C durante su procesamiento post-





espermáticas que puedan conducir a la muerte de los espermatozoides. Con este mismo fin, 
utilizar antioxidantes en las soluciones criopreservantes. 
- Modificar el proceso de remoción del criopreservante post-congelación, mediante la adición 
de un buffer hipertónico seguido de un buffer isotónico para evitar daños osmóticos. 
- Usar temperaturas más altas de descongelación para disminuir el tiempo en el cual se 
derriten los cristales de hielo y evitar la formación de cristales grandes que comprometan la 
integridad de la membrana plasmática y acrosómica de los espermatozoides. 
- Usar los resultados obtenidos para establecer protocolos definidos que permitan la 
conservación de germoplasma espermático en otras especies de mamíferos mediante la 
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12. TABLAS 
Tabla 1. Pesos de los testículos y epidídimos usados en los experimentos. 
Número Asignado Derecho/Izquierdo Peso (g) testículo Peso (g) epidídimo 
1 Derecho 133,3 27,2 
1 Izquierdo 139,8 23,8 
2 Derecho 180,2 28,0 
2 Izquierdo 199,9 24,4 
3 Derecho 146,7 37,0 




Figura 1. Evaluación de viabilidad en espermatozoides usando tinción de 
eosina/nigrosina. La flecha roja indica un espermatozoide viable y la flecha negra indica un 






Figura 2. Morfologías identificadas usando tinción de eosina/nigrosina. A: Morfología 
normal, B: Gota citoplasmática distal (CD), C: Cabezas espermáticas sin cola, D: Defecto 
Dag, E: Doblez distal. 
 
Figura 3. Evaluación de integridad del acrosoma en espermatozoides bovinos usando 
tinción de Giemsa. Las flechas rojas indican espermatozoides con el acrosoma anormal y las 







Figura 4. Evaluación de integridad de la cromatina en espermatozoides bovinos usando 
tinción de azul de toluidina. Las flechas rojas indican espermatozoides con cromatina 
íntegra y las flechas negras indican espermatozoides con cromatina fragmentada. 
 
Figura 5. Comparación de integridad de membrana en espermatozoides obtenidos de 
muestras de tejido testicular almacenado a -196 °C mediante congelamiento lento 
usando criopreservantes. Control inicial: antes del congelamiento, DMSO: criopreservante 
basado en DMSO y sacarosa, YHG: criopreservante basado en yema de huevo y glicerol, Sin 
criopreservante: control interno congelado sin criopreservante. Las barras indican el error 
estándar de la media (SEM) y las letras diferentes en los tratamientos indican medias 
significativamente diferentes.  
a











































Figura 6. Comparación de motilidad en espermatozoides obtenidos de muestras de 
tejido testicular almacenado a -196 °C mediante congelamiento lento usando 
criopreservantes.  Control inicial: antes del congelamiento, DMSO: criopreservante basado 
en DMSO y sacarosa, YHG: criopreservante basado en yema de huevo y glicerol, Sin 
criopreservante: control interno congelado sin criopreservante. Las barras indican el error 
estándar de la media (SEM) y las letras diferentes en los tratamientos indican medias 
significativamente diferentes. 
 
Figura 7. Comparación de viabilidad en espermatozoides obtenidos de muestras de 
tejido testicular almacenado a -196 °C mediante congelamiento lento usando 
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criopreservantes. Control inicial: antes del congelamiento, DMSO: criopreservante basado 
en DMSO y sacarosa, YHG: criopreservante basado en yema de huevo y glicerol, Sin 
criopreservante: control interno congelado sin criopreservante. Las barras indican el error 
estándar de la media (SEM) y las letras diferentes en los tratamientos indican medias 
significativamente diferentes. 
 
Figura 8. Gráfico de interacciones entre los tamaños de las muestras de tejido testicular 
y los criopreservantes utilizados sobre la viabilidad espermática en espermatozoides 
obtenidos de muestras de tejido testicular almacenado a -196 °C mediante 
congelamiento lento. Los factores tamaño (P < 0,05), criopreservante (P < 0,01) y su 
interacción (P < 0,01) fueron significativos. DMSO: criopreservante basado en DMSO y 
sacarosa, YHG: criopreservante basado en yema de huevo y glicerol, Sin criopreservante: 






Figura 9. Comparación de morfologías en espermatozoides obtenidos de muestras de 
tejido testicular almacenado a -196 °C mediante congelamiento lento usando 
criopreservantes. Control inicial: antes del congelamiento, DMSO: criopreservante basado 
en DMSO y sacarosa, YHG: criopreservante basado en yema de huevo y glicerol, Sin 
criopreservante: control interno congelado sin criopreservante. Se distinguieron cinco 
morfologías. Las barras indican el error estándar de la media (SEM) y las letras diferentes en 
los tratamientos indican medias significativamente diferentes. 
 
Figura 10. Comparación de integridad del acrosoma en espermatozoides obtenidos de 
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usando criopreservantes. Control inicial: antes del congelamiento, DMSO: criopreservante 
basado en DMSO y sacarosa, YHG: criopreservante basado en yema de huevo y glicerol, Sin 
criopreservante: control interno congelado sin criopreservante. Las barras indican el error 
estándar de la media (SEM) y las letras diferentes en los tratamientos indican medias 
significativamente diferentes. 
 
Figura 11. Comparación de integridad de la cromatina en espermatozoides obtenidos de 
muestras de tejido testicular almacenado a -196 °C mediante congelamiento lento 
usando criopreservantes. Control inicial: antes del congelamiento, DMSO: criopreservante 
basado en DMSO y sacarosa, YHG: criopreservante basado en yema de huevo y glicerol, Sin 
criopreservante: control interno congelado sin criopreservante. Las barras indican el error 









































Figura 12. Gráfico de efectos principales de los criopreservantes usados sobre la 
integridad de la cromatina en espermatozoides obtenidos de tejido testicular 
almacenado a -196 °C mediante congelamiento lento. El factor criopreservante fue 
significativo (P < 0,01). DMSO: criopreservante basado en DMSO y sacarosa, YHG: 
criopreservante basado en yema de huevo y glicerol, Sin criopreservante: control interno 
congelado sin criopreservante. 
 
Figura 13. Comparación de integridad de membrana en espermatozoides obtenidos de 






































congelamiento lento usando criopreservantes. Control inicial: antes del congelamiento, 
DMSO: criopreservante basado en DMSO y sacarosa, YHG: criopreservante basado en yema 
de huevo y glicerol, Sin criopreservante: control interno congelado sin criopreservante. Las 
barras indican el error estándar de la media (SEM) y las letras diferentes en los tratamientos 
indican medias significativamente diferentes. 
 
Figura 14. Comparación de motilidad en espermatozoides obtenidos de muestras de 
tejido de la cola del epidídimo almacenado a -196 °C mediante congelamiento lento 
usando criopreservantes. Control inicial: antes del congelamiento, DMSO: criopreservante 
basado en DMSO y sacarosa, YHG: criopreservante basado en yema de huevo y glicerol, Sin 
criopreservante: control interno congelado sin criopreservante. Las barras indican el error 

































Figura 15. Comparación de viabilidad en espermatozoides obtenidos de muestras de 
tejido de la cola del epidídimo almacenado a -196 °C mediante congelamiento lento 
usando criopreservantes. Control inicial: antes del congelamiento, DMSO: criopreservante 
basado en DMSO y sacarosa, YHG: criopreservante basado en yema de huevo y glicerol, Sin 
criopreservante: control interno congelado sin criopreservante. Las barras indican el error 
estándar de la media (SEM) y las letras diferentes en los tratamientos indican medias 
significativamente diferentes. 
 
Figura 16. Comparación de morfologías en espermatozoides obtenidos de muestras de 




































































usando criopreservantes. Control inicial: antes del congelamiento, DMSO: criopreservante 
basado en DMSO y sacarosa, YHG: criopreservante basado en yema de huevo y glicerol, Sin 
criopreservante: control interno congelado sin criopreservante. Se distinguieron cinco 
morfologías. Las barras indican el error estándar de la media (SEM) y las letras diferentes en 
los tratamientos indican medias significativamente diferentes. 
 
Figura 17. Comparación de integridad del acrosoma en espermatozoides de muestras de 
tejido de la cola del epidídimo almacenado a -196 °C mediante congelamiento lento 
usando criopreservantes. Control inicial: antes del congelamiento, DMSO: criopreservante 
basado en DMSO y sacarosa, YHG: criopreservante basado en yema de huevo y glicerol, Sin 
criopreservante: control interno congelado sin criopreservante. Las barras indican el error 











































Figura 18. Comparación de integridad de la cromatina en espermatozoides obtenidos de 
muestras de tejido de la cola del epidídimo almacenado a -196 °C mediante 
congelamiento lento usando criopreservantes. Control inicial: antes del congelamiento, 
DMSO: criopreservante basado en DMSO y sacarosa, YHG: criopreservante basado en yema 
de huevo y glicerol, Sin criopreservante: control interno congelado sin criopreservante. No se 
muestran barras de error debido a que los resultados fueron iguales para los diferentes 
tratamientos (SEM = 0). 
 
Figura 19. Comparación de integridad de membrana en espermatozoides obtenidos de 
muestras de tejido de la cola del epidídimo procesadas a diferentes tiempos y congeladas 
en diferentes temperaturas. Las barras indican el error estándar de la media (SEM) y las 




































































Figura 20. Comparación de motilidad en espermatozoides obtenidos de muestras de 
tejido de la cola del epidídimo procesadas a diferentes tiempos y congeladas en 
diferentes temperaturas. Las barras indican el error estándar de la media (SEM) y las letras 
diferentes en los tratamientos indican medias significativamente diferentes. 
 
Figura 21. Comparación de viabilidad en espermatozoides obtenidos de muestras de 
tejido de la cola del epidídimo procesadas a diferentes tiempos y congeladas en 
diferentes temperaturas. Las barras indican el error estándar de la media (SEM) y las letras 


























































Figura 22. Comparación de morfologías en espermatozoides obtenidos de muestras de 
tejido de la cola del epidídimo procesadas a diferentes tiempos y congeladas en 
diferentes temperaturas. Se distinguieron cinco morfologías. Las barras indican el error 
estándar de la media (SEM) y las letras diferentes en los tratamientos indican medias 
significativamente diferentes. 
 
Figura 23. Comparación de integridad del acrosoma en espermatozoides obtenidos de 
muestras de tejido de la cola del epidídimo procesadas a diferentes tiempos y congeladas 
en diferentes temperaturas. Las barras indican el error estándar de la media (SEM) y las 

















































































Figura 24. Comparación de integridad de la cromatina en espermatozoides obtenidos de 
muestras de tejido de la cola del epidídimo procesadas a diferentes tiempos y congeladas 
en diferentes temperaturas. No se muestran barras de error debido a que los resultados 

































Figura 25. Sección microscópica de tejido testicular post-congelación bajo diferentes 
tratamientos de criopreservación. A: Control inicial (antes del congelamiento), B: Control 
interno (muestra congelada sin criopreservante), C: Trozo pequeño congelado con 
criopreservante basado en DMSO, D: Trozo grande congelado con criopreservante basado en 
DMSO, E: Trozo pequeño congelado con criopreservante basado en yema de huevo-glicerol, 






Figura 26. Sección microscópica de tejido de la cola del epidídimo post-congelación bajo 
diferentes tratamientos de congelación usando criopreservantes. A: Control inicial (antes 
del congelamiento), B: Control interno (muestra congelada sin criopreservante), C: Tejido 
congelado con criopreservante basado en DMSO, D: Tejido congelado con criopreservante 






Figura 27. Sección microscópica de tejido de la cola del epidídimo post- congelación bajo 
diferentes a diferentes tiempos de procesamiento y temperaturas de congelación. A: 
Control inicial (antes del congelamiento), B: Tejido procesado después de estar 24 h en 
refrigeración, C: Tejido congelado en nitrógeno líquido después de estar 24 h en 
refrigeración, D: Tejido congelado a - 20 °C después de estar 24 h en refrigeración.  
 
 
 
